Rhodopseudomonas spheroidesのterminal oxidaseとして作用するa型及びo型cytochromeについて by 佐々木 卓
Rhodopseudomonas spheroidesのterminal oxidase
として作用するa型及びo型cytochromeについて
著者 佐々木 卓
号 647
発行年 1970
URL http://hdl.handle.net/10097/18752
弦
見
目
王
 ず
至
り
つ
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授一与年月日
 学位授与の要件
研究科専門課程
学位論文題目
論文審査委員
 ささ巻たく
 佐々木卓(岩手県)
医学博士
 医博第647号
 日召外045年3月25[ヨ
 学位規則第5条第1項該当
東北大学大学院医学研究科
 (博士課程)内科学系専攻
 Occurenceofbotha一毛ypeandOt・ype
cytochromesasthefunctionaltern:r
 inaloxidasesinR簸。(ioPseudomonas
syheroides
 (Rhodopseudomonasspheroidesの
 termina10XidaSeとして作用するa型及
 び0型cytOC赴romeについて)
 (主査)
教授荒川雅男教授菊地吾郎
教授立木蔚
 一157一
論文内容要旨
 光合成菌のRhod・oP8eud・o皿ona88Phe「oide8やPhoαosPi「11ユu皿「ub「luは
 嫌気的条'件で光合成的に生育するばかりでなく・暗所でも好気的て生育。する事が良・(知られてい
 る。従ってこれらの菌は,かなり強力奪七erlninalOxidaマeを持つ事が期待され,既に好気暗
 条件で生育したRp8.8Pheroide8では,a型のGy'むechrO皿eoxida8eが,又嫌気暗条件で生
 成したR8p.rubru.mにはb型のey七〇chro皿eoがter皿in軌loxid・aseとして働レ・ている事が
 証明されている。一方嫌気光条件で生育したこれらの菌も;好気条件下で呼吸活性を示すが,嫌気
 光条件で生育した菌のterminaloxid-a8eについては報告がない。そこで異たった条件下
 で生育したこれらの光合成菌のteminaユoxida8eの性質について検討を加えてみた。
 菌はL一σluta磁atgとD,L-mala七eを主成分とする培地で回転培養磯手用いて,暗条
 件では好気的に一,又光条件の時は,56びんを恥い,電灯光を当てて培養した。
 好気暗条件でのterminaユoxldaseの性質を知る為に,先ず好気暗条件で育てたRP8.
 8pherOides,或は,Psp瓢b職m菌体を,超音波破壊した後,ア7000×9,90分遠心
 し・沈澱をpH90,e,05M,Tris-Bufferに懸濁し,2.5%(v/v)にTriton-X-
 100を加え一晩冷所で攪拌した。得られた抽出液から硫安分画,コール酸処理を繰り返して,可
 ・翻ヒされたOy七〇cchromeoxiaase漂品を得た。
 Rps、Sp且eroi(Dsから愚られた標品の還元型引く酸化型αifferenceSpectr“mに
 ・は,a型のCytochro皿eの存在.を示す,445肌μ,6057πμの吸収極大が認められる。ま
 たGytOchrO皿eCに相当する吸収も認められるが,b型のCy七〇ChrOmeの吸収は認められ
 ない。
 Rsp.rubr!lmから得られた標品の還元型引く酸化型のd.ifference8pectrU皿には,
 a型のey・七〇chromeに相当する吸収は認められないが,b型と。型cytochrOmeの吸収が
 照められる。b型¢)oy七〇chro皿Bの一部は,アスコルビン酸とDep工Pを加えると還元され,
 又このCy七〇chromeは一齪化炭素と結合する。これらの性質は,R8P.rubrUlnには,O型
 cy七〇c血rO皿∋が含まれている事を示している。またこれらのcy七〇chro皿eoxida8eの
 標品は,酵母の還元型σy七〇c紅ro匝一e¢を酸化するが,この反応はey七〇chσomeoxida8e
 の阻害剤であるKGN,NaN5,NH20Hに:より阻害される。活性測定は55〔〕鴻μの減少を
 phO七〇me七ricに測定した。阻害剤濃度と活性の関係はHii■の式(n#1)に一致し,反応
 を50%阻害する濃度は,Rp8.8pheroid.e8から得られた標品については,KON,工μM,
 NaNひ50μM,NH20H,400μMであ幻,R8p.rubrumから得られた標品については,
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 KCN,1.5μ取NaN5,1μM,聾H20H,2・5μMである。NaNうとNH20Hに対する感受性が
 菌のマ……1により足るのは,含まれているOγtOCh.rOOleOxid.aseが異る為と考えられ,従って
 a型Oy七〇chrO皿eより,0型C七yochomeの方が,}紐N5とNH20Hに対する感受性が高い
 と判断される。次にこの阻害剤に対する感受性の相異を利用し,嫌気光条件で生育した菌の
 七6rminaloxida'eeの種類につき検討を行なった。
 嫌気光条件で生脅したRp8.spherOide3及びRSP.rUbrumの菌体をPH90,0.05
 MTi臼一Bufferに懸'濁し,超書淫で壊1.、,9400×9,10分遠心した。上清を10万×
 9,90分遠心しこの上溝(顆粒画分)をOxidase活性測定に用いた。この顆粒画分は酵母還
 元型e∫tOchrO皿ecを酸化し,反応はKGN,Na1」ダ抽H20Hで阻害され為反応を50%阻害
 する沸度は,Rp3.βpherolaesについても・Rsp.rubrUfnについても・KGN,Na四5,
 NH20Hいずれも1～2μMであって,菌の種類により好気暗条件で培養した菌で見られた様な
 葺aNろ,NH20Hに対する感受性の差異は.認められ・表かつた。反応を50%阻害する阻害剤の
 濃度は好気条件で培養されたR8p.rubrumから得られたoxidase標品についての値と一致
 する。こ.の事実は,RP8.8Pheroiαeg,R8prubrU.皿共に嫌気条件で生育した場合の
 七er但ina↓oxiαaGeは0型OytOc丘romeである事を示すものであるoRpe.8pheroides
 を好気暗条件で生育させ顆粒面分を謎塾し,GyむOchrOmecの酸化活性を測定してみると生膏
 条件がやや嫌気的に傾いたと思われる場合は,穂製したG7七〇chromeoxida8eに比し,
 N謡5,四H、OHに対する感受性が高く,又阻害剤濃度の関係はHiユユの式に従わずに2相性とな
 る。これは二種のOytochrOmaoxidaseが含まれている事を示していると考えられ,又好
 気条件の場合termunaユOxiαa8eはa型であり,嫌気条件で生育したものは0型ぞある事
 を示していると考えられる。
 そこでRps.8pheroide8を,暗所,好気条件で培養し,次に同じ菌体を,暗所,半嫌気的
 条件に移し,クロ・フィル,ク・マトファを誘導せしめ;その菌から顆粒面分を調整し,分光学的
 性質とσytochrO皿ec酸化に対する阻害剤の効果を検討したσ還元型引ぐ酸化型differe-
 nceSpeσ七raの605飛μの吸光度から判断すると半嫌気的に培養した菌体から得られた顆粒
 面分のa型e7むOchrO皿e量は培養前より減少し,アスコルビン酸+DσPエPで還元される
 b型Cy七〇chromeの出現が認められた。又NaN5・讃H20Hに対す'る感受性は,半嫌気的培養
 後高ぐなる事が見出された。
 以上の事実より,RP8.8Pheroidesの七erminalOxida8eは好気的条件に依って,
 a型,嫌気条件では0型が主体で,生育条件に依って,a型とO型の含量が変る事が,又R8p.
 むubrumでは生育条件の如何にかかわらず駄0型Oy七〇chroΦeがterminaloxiαa8e
 である事;が証明された。
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 審査結果の要旨
 光合成菌のRp8.8pheroi邑esや,Rhoαospiri■lumrubrumは,嫌気的条件で
 光合成的に生育するばかりでなぐ,暗所でも好気的に生育する事が良ぐ知られている。従ってこ
 れらの菌は,かなり強力な七ermiロaloxiaaseを持つ享が!l,li待さ九,既に好気暗条件で生
 育したRps.SPheroiαesでは,a一型の。7to伽romeOxidaseが,又嫌気暗条件で
 生育したR8p、rubrumlqま,b型のcy'七〇chromeOが七erminaloxi.d-aseとして
 働いている事が証明されている。一方嫌気光条件で生育したこれら罰)菌も;好気条件下で呼吸活
 性を示すが,嫌気光条件で生育した菌の七erminalOxid-a3eについては報告がない。そこ
 で異なった条件下で生育したこれらの光合成菌のterminalOxid-a8e¢)性質につレ・て検討
 を加えてみた。
 菌1まし『glu七am乳teとD.L-malateを主成分とする培地で回転培養器を用いて,暗1条
 件では,嫌気的に,又光条件の痔は,5しびんを用い,電燈光を当てて培養した。
 好気暗条件でのterminaloxid.aseの性質を知る為に,先ず,好気暗条件で育てたRps.
 spheroid.es,或は,R8p.rubrum菌体を,超音波で破壊した後,77000xg,90
 分遠心し,沈澱をpH9,0,0,05M・Tris・Bufferに懸濁し,2,5%(v/▽)1ノこなる
 様TritOn-X-100を加え,一晩冷所で攪拌した。得られた抽出液から硫安分画、コール酸"
 処理を繰返して,可溶化されたcy七〇chromeoxid.ase標品を得た。
 Rps-Spherord.esから得られた標品の還元!麗引ぐ酸化型DifferenceSpec七rum
 には,a型のcytochrOmeの存在を示す445窺μ,6ロ5η曜エ)吸収極大が認められる。
 又cy七〇chrOmeeに相当する吸収も認められるが,b型のhytqChromeの吸収も認められ
 ない。
 'R8P.rubrumから得られた標品の還元型引く酸化型のDiffergnceSpec七rum
 に相当する吸」反にt認められなレ・が,b塑と。準cy【七〇chromeの吸収は認められる。b型cy一
 七〇chromeの一部は,アスコルビン酸と?,6ジク・・フェノールインドフェノールを加える
 と還元され,叉このcytOchrOmeは一酸化炭素と納合する。こ・れらの性質は,R日p・rub-
 rllmには,O型cytOChromeが言まれて1、(る事を示している。またこれらのcy七〇Chrome
 eを酸化するが・この反応は,cy七〇chromeoxidase阻害剤であるKGN・NaN5,
 NH20Hiてより匪i害される。活性測1定は5597'雄の減少をPhotome七ricに測定した。
 阻害剤濃度と活性の関係はHi11の式(n詳1)に一致し,反応を50%阻害する濃度は,Rps
 -spheroidesから得られた標品については,KCN,1μM,NaNR,50μM,NH20H
 400!1Mであり,Rsp、rUbrumから得られた標品につ1ハては,KeN,1・5μ逼,NaN3,
 1μM,NH20H,2.5μMである。NaN3とNaH20Hに対する感受性が菌の種類により異る
 のは,含まれているcytochromeoxi且aseが異る為と考えられ,従ってa型cy七〇chr4
 0meより,]⊃型cytochromeの方が,NaN3とNH20Hに対する感受性が高いと判断さ
 れる。次にこの阻害剤に対する感受性の相異を利用し,嫌気光条件で生育した菌の七er測.nal
 Oxidaseの種類につき検討を行なった。
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 嫌気光条件で生育したRp8、spheroides及び,RSP.rubrum¢)菌体を,PH90,
 0、05M,Tris-Bufferに懸濁し,超音波で壊し,9400×g,10分遠心した。」・こ清を
 10万×g,90分∋童心し,この上清(顆粒1両分)をOxid.ase活性測定1て用いた。この將1粒
 面分は酵母の還元型Cy'七〇chromeGを酸化し,反応はKGN,NaNs,NK20Hで阻害さ
 れる。反応を50%阻害する濃度は,Rps.spheroide6についても,Rsp.rubrumにつ
 いて'も,KON,NaN3,NH呈OHいずれも1～2μMであって,菌の種類により好気暗条件
 で培養した菌でみられた様なNaN3とNH20Hに対する感受性¢)差異は認められなかった。反
 応を50%阻害する阻害剤の濃度は好気暗条件で培養されたRsp.ribrumから得られたOxi-
 d.ase標品について乏)値を一致する。
 この事実は,Rps-Spheroid-es.R8p,rUbrum共に嫌気光条件で生育した場合の
 terminaユoxidaseは,0型cy七〇chrorneである享を示すも¢)てあるo
 Rp8.SPheroidesを女子気暗:条f牛で体育させ顆粒面分を調製し,cytochromeOの酸
 化活性を測定してみると,生育条件が,やや嫌気的に傾いたと思われる場合は,精製したcy七〇一
 chrOmeOxid.aseに比し,甑N3,NH!OHに対する感受性が高ぐ,又阻害剤濃度の関係
 はHi!1の式に従わずに二相性とたる。これは二種¢)cy'tochrOmeoxidaseが食まれて
 いる事を示していると考えられ,又好気条件の場合terminalo預.d出兇は,a押であり,
 嫌気条件で生育したものは0型である事を示してレ・ると考えられる。
 そこでRps.SPheroide8を,暗所,好気条件で培養し,次に同じ歯休を,暗所,半嫌気的
 条件に移し,ク・・フィル,ク・マ'トファを誘感せしめ,そ¢)菌から顆粒両分を調整し,分光学的
 性質とcy'tochromeG酸化に対する阻害剤の効果を検討した。還元型引ぐ酸化型d,iffer-
 encespec七raの605η乙μの吸光度から半r」断ずると半嫌気的に培養した菌体から'得られた
 顆粒両分のa型cytochrome蚤1ぱ,培養前より減少Lノ,又アスコルビン1・1麩+2・6ジクロロフ
 ェノールインドフェノールで還元されろb型cytOc五romeσ)出現が認められた。又NaN3,
 NH20Hに対する感受性は,半嫌気的培養後高(なる麟が見出された。
 以上の事実より,RpS.spheroide8¢)terminaloxi乱a8eは好気的条件でa型,嫌
 気条件では0型が主体で,生育条件に依って,a型と0型の含量が変る事が,又Rsp.rubru.m
 では生育条件の如何にかかわらず,0型cy七〇chro皿eが七ermina■oxiaa8eである事
 が証明された。
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